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(54) Title: VECTOR FOR GENE THERAPY OF THE LIVER 
(54) Bezeichnnng: VEKTOR FOR LEBER-GENTHERAPIE 
(57) Abstract 

A liver-specific, gene therapy vector finds applications in medicine and genetic engineering. The object of the invention is to develop 
a vector that finds Uver cells with high specificity, is effectively absorbed by the cells and may inject the imported therapeunc : genes into 
the cell nucleus. The vector should be suitable for the gene therapy of human beings. The vector according to the invention is characterised 
in that a therapeutic gene coupled to a promoter is packed in a polypeptide sheath and coupled to components of nepadtis B virus. 

(57) Zusammenfassung 

Die Erfindung betrirft einen Vektor fur die leberspezifische Gentherapie; Anwendungsgebiete sind die Medizin und die Gentechnik. 
Ziel der Erfindune ist die Konstrukrion eines Vektors, der Leberzellen bochspczifisch findet, von den Zellen effektiv aufgenotnrnen wtrd 
und eingebrachte therapeudscne Gene in den Zellkern einschleusen kann. Der Vektor soli fur die Gentherapie beim Menschen einsettbar 
sein. Der erfindungsgemaBe Vektor ist dadurch gekennzeichnet, daB ein therapeunsches, an einem Promotor gekoppeltes Gen nut oner 
Polypcptidhulle verpackt und an Komponenten des Hepa&ris-B-Virus gekoppeit wird 
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Vektor fur Leber-Gentherapie 
Beschreibung 

Die Erfindung betrifft einen Vektor fur die leberspezif ische 
Gentherapie; Anwendungsgebiete sind die Medizin und die 
Gentechnik. 

In den vergangenen Jahren sind zahlreiche Methoden und Vektoren 
far die Gentherapie entwickelt worden (Ubersicht in Mulligan 
/1993/ Science 260, 926). Dabei werden viele Vektoren, vor allem 
solche, die von Retroviren oder Adenoviren abgeleitet sind, 
favorisiert. Beide Virus-Vektortypen sind relativ breit 
anwendbar, wobei retrovirale Vektoren nur bei teilungsf Shigen 
Zellen effektiv sind und Adenoviren auch bei ruhenden Zellen 
f unktionieren. Beide Vektortypen sind zwar fflr die 
Genubertragung in Leber zellen (Hepatozyten) in vitro geeignet, 
konnen aber ftir eine in vivo Anwendung zur Gentherapie beim 
Menschen kaum in Betracht gezogen werden. Wahrend ftir die 
Anwendung retroviraler Vektoren eine Leberteilresektion zur 
Stimulierung von Zellteilung (Regeneration) erforderlich wird, 
ist der adenovirale Gentransfer nicht sehr stabil (keine 
Integration in das Genom) . 

Alternative Vektoren mit potentieller Anwendbarkeit ftir den 
Lebergentransf er basieren auf Liposomen oder auch auf 
Multikomponenten-Partikeln nit ProteindomSnen, die spezifisch an 
bestimmte Rezeptoren der Leber (z.B. Asialoglykoprotein- 
Rezeptor) binden und durch deren Internalisierung in die Zelle 
aufgenommen werden konnen (Obersicht in: Versland et al /1992/ 
Seminors in Liver Disease 12, 332). Ein wesentlicher Nachteil 
dieser Vektoren besteht in der Auf nahme uber den endozytokischen 
Weg, der zu einer Degration eines groBen Teils der Vektoren und 
ihrer DNA in den Endosomen ftihrt, so daB nur wenig 
funktionsf ahige DNA den Zellkern erreichen kann. 
Eine Losung filr dieses Problem wurde zwar ftir die in vitro 
Anwendung gefunden; diese ist aber nicht auf die Situation in 
vivo (am Patienten) anwendbar. Sie basiert auf der 
gleichzeitigen Infektion der Zielzellen mit Adenovirus, was zur 
Auflosung der Endosomen und Freisetzung von Vektor (DNA) ftihrt. 
(Curiel, D.T., Agrawal, S., Wagner, E. und Cotten,M. 1991, PNAS 
88, 8850-8854). 
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Ziel der Erfindung ist die Konstruktion eines Vektors, der 
Leberzellen in vivo hochspezif isch findet, von den Zellen 
effektiv auf genommen wird und eingebrachte therapeutische Gene 
in den Zellkern einschleusen kann. Der Vektor soli fur die 
Gentherapie beim Menschen einsetzbar sein. 

Die Erfindung wird gemSB Anspruch 1 realisiert, die 
Unteransprtiche 2-9 sind Vorzugsvarianten. 

Erf indungsgemaB wird ein therapeutisches Gen, das an einen 
Promoter gekoppelt ist, in eine Polypeptidhulle verpackt und mit 
Proteindomanen des HBV chemisch, enzymatisch Oder ttber 
Antikorper gekoppelt. Als therapeutisches Gen wird die cDNA 
eines Gens verwendet, das bei der zu behandelten Krankheit 
defekt ist, d. h. fehlt oder durch Mutation verSndert ist. 
Beispiele fttr solche Gene sind das LDL-Rezeptor-Gen, dessen 
Fehlen die haufigste Stof f wechselerkrankung der Leber, die 
familifire Hypercholesterinamie, verursacht, und das Alpha-1- 
Antitryps in-Gen . 

Als Promotoren dienen leberspezif ische Promotoren, bevorzugt 
Promoter/Enhancer des Hepatitis-B-Virus wie z.B. die 
Kombinationen core-Promoter/ enhancer II. Sie sind neben ihrer 
Spezifitdt auch klein genug, urn leicht in einen 
Expressionsvektor eingebaut werden zu k6nnen. Auch in Betracht 
fur die Konstruktion des erf indungsgemaBen Vektors konunen 
Pronotoren leberspezif ischer Gene wie Albumin, PEPCK 
( Phosphoenolpyruvat-carboxykinase ) oder OTC ( Ornithintrans- 
carbamy lase ) . 

Die fur die Verpackung verwendete PolypeptidhQlle besteht 
vorzugsweise aus chromosomal em Protein wie z. B. gereinigtem 
HHG1. GleichermaBen geeignet sind auch andere DNA-bindende 
Proteine wie z. B. Protamine Oder Hepatitis-core-Protein. Dieses 
Protein ist deshalb besonders geeignet, weil es auBer seiner 
DNA-Bindungs- und DNA-Kondensationsf Shigkeit eine nattirliche 
Komponente des Hepatitis-B-Virus ist und deshalb den Einbau in 
Virushullen begunstigt. 

Die Polypeptidhulle kann gemdB der Erfindung auch aus 
Polyaminosciuren eines Typs basischer Aminosauren hergestellt 
werden, wobei sich in erster Linie Poly-L-Lysin und Poly-L- 
Ornithin eignen. 
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Das erfindungsgemSB als gekoppelte Komponente eingesetzte 
partikulare pra-Sl/S-Protein des Hepatitis-B-Virus kann aus 
Virus-produzierenden Zellen isoliert werden. Pra-Sl/S-Protein 
wird aber aus Sicherheitsgrtinden vorteilhaf terweise gentechnisch 
hergestellt. Derartige Nukleinsaure-f reie Partikel stellen von 
der auBeren OberflSche gesehen eine vollstandige Virushaile dar. 
Damit hat der resultierende Vektor eine hohe Homologie zum 
naturlichen Hepatitis-B-Virus und kann deshalb den 
Inf ektionsmechanismus nachvollziehen. 

Anstelle der Verwendung der kompletten Virushttllproteine ISflt 
sich die Erfindung auch mit- Liposomen als Transportvehikeln 
realisieren. Dabei wird die Oberflache der verwendeten Liposomen 
durch pra-Sl/S-Protein so modifiziert, daB eine Aufnahme fiber 
Hepatitis-B-spezif ischen Mechanismen moglich ist. 
Die Herstellung der Vektoren erfolgt gemaB Anspruch 10, die 
Unteranspruche 11 - 13 sind Vorzugsvarianten. Ein vorteilhaf tes 
Verfahren besteht z.B. darin, daB die Kopplung des in HMG1 
verpackten Gens an pr§-S/Sl-Proteine des HBV kovalent mittels 
Transglutaminase-Reaktion erfolgt. 

Der erf indungsgemaBe Vektor ermoglicht, ein gewiinschtes Gen in 
das Gewebe, insbesondere die Leber eines Patienten einzufuhren 
und seinen Weg zum Punktionsort optimal zu gestalten. Das 
erfolgt beispielsweise dadurch, daB der Vektor konfektioniert 
und einem Patienten uber die Blutbahn, vorzugsweise fiber die 
Portalvene der Leber, verabreicht wird. Mit der Erfindung wird 
eine wesentliche Voraussetzung ffir eine Therapie genetischer 
Erkrankungen der Leber geschaffen. 

Die Erfindung soil nachfolgend durch ein Ausffihrungsbeispiel 
nSher erlautert werden. 
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Anwendungsbeispiel 

1. Expression von HBV-Hullproteinen in Insektenzellen 

Die Httlle des HBV-Virus besteht aus drei Proteinen. Sie sind 
Translationsprodukte eines offenen Leserahmens im HBV-GenonTmit 
unterschiedlichen Initiationsstellen. WShrend das groBe Hull- 
protein (L: P39, GP42) die DomSnen Pra-Sl, Pra-S2 und S enth&lt, 
besteht das mittlere (M: P33, GP36) aus Pra-S2 und S und das 
kleine Httllprotein (S: P24, GP27) nur aus der DomSne S. 
Die Gene des kleinen (S) und groBen (L) HBV-Httllproteins werden 
durch Amplif ikation aus dem. Genom des Hepatitis B Virus (Subtyp 
ayw) gewonnen. Fiir das L-Gen werden verschiedene Varianten er- 
stellt f um die Sekretion des Proteins zu erleichtern. Sie kodie- 
ren fur ein N-terminal verkiirztes L-Protein (Deletion der Amino- 
sSuren 1-6), ein L-Protein, dessen Myristilierungsort mutiert 
vird (Aminosaure 2 Gly — >Ala) bzw. eine Fusion mit der Melli- 
tin-Signalsequenz . 

Alle Gene werden einzeln in den Baculovirus-Transf ervektor 
PVL941 (Pharmingen) kloniert und stehen unter Kontrolle des 
Polyhedrin-Promoters. Nachtraglich wird ein DNA- Fragment, beste- 
hend aus dem Polyhedrin- Promoter und dem S-Gen in alle Vektoren, 
die Varianten des L-Gens enthalten, derart eingeftfgt, daB beide 
Expressionseinheiten in gleicher Orientierung vorliegen und von 
Baculovirus-Sequenzen flankiert sind. 

Die rekombinanten Plasmide und Baculovirus-DNA (BaculoGold, 
Pharmingen) werden mit Lipofectin in Spodoptera frugriperda-Zel- 
len (Sf9) kotransf iziert. Durch homologe Rekombination zwischen 
Plasmid und Virus-DNA werden rekombinante Baculoviren erzeugt, 
welche die HBV-HUllproteine unter Kontrolle des Polyhedrinpromo- 
ters in infizierten Sf9-Zellen expremieren. Die Synthese dieser 
Proteine wird im Westernblot nachgewiesen. Elektronenmikrosko- 
pisch wird gezeigt, daB die Hiillproteine zu Partikeln assoziie- 
ren. 

Nach wiederholter Passagierung der Viren auf Sf9-Zellen werden 
Spinnerkulturen (10 9 Sf9-Zellen) infiziert. 72 Stunden nach 
Infektion werden die Zellen durch Sedimentation gewonnen und 
mittels Ultraschall aufgeschlossen. Nach Abtrennung von Membra- 
nen durch Sedimentation erfolgt die Reinigung der HUllpartikel 
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wahlweise durch Zentifugation im CsCl-Dichtegradienten oder 
durch Affinitatschromatograf ie. Hierbei finden S-spezif ische 
monoklonale Antikorper Anwendung. 

2. Expression und Reinigung von HMG1 

Das Gen des Nichthistonproteins HMG1 der Ratte wird aus dem 
Vektor zur bakteriellen Expression pT7RNHMGl [Bianchi, E., Gene, 
104 (1991) 271-275] entnomroen und in den Baculovirus-Transf er- 
vektor PVL941 kloniert. Rekombinante Baculoviren werden nach dem 
f\ir HBV-Gene beschriebenen Veffahren erzeugt. Der Expressions- 
nachweis erfolgt durch Coomassiefarbung der Proteine nach SDS- 
Polyacry lainidgelelektrophorese . 

Zur Reinigung von Ratten-HMGl aus infizierten Sf9-Zellen wird 
ein Zelllysat durch AufschluB mit Ultraschall erzeugt, Membranen 
durch Sedimentation abgetrennt und das Lysat mit 2% TCA gefallt. 
Der Uberstand wird anschlieBend einer Azetonf SI lung im sauren 
Milieu unterzogen. Das entstehende Prazipitat wird gelost und 
durch Ionenaustauschchromatographie iiber eine Mono Q-Saule im 
Kochsalzgradient f raktioniert . Die bei 1,7M NaCl eluierte Frak- 
tion enthSlt elektrophoretisch reines HMG1. 

3. Herstellung von DNA-HMGl-Komplexen 

Nach Bottger et al. [Biochim. Biophys. Acta 950 (1988) 221-228] 
wird Plasmid-DNA der Form 3 sequenzunabhangig von HMG1 gebunden 
und kondensiert. 

Die Bildung der DNA-Protein-Komplexe erfolgt durch schrittweise 
Zugabe eines zwanzigf achen Masseliberschusses an HMG1 zu einer 
DNA-Losung von 50^g/ml in 150mM NaCl lOmM Tris/HCl bei pH 8,0. 
DNA-Bindung und Kondensation werden durch Gelretardation und 
Sedimentation im Sacharosegradienten nachgewiesen. 

4. Bindung von DNA-HMGl-Koroplexen an HBV-Partikel 

HBV-Hlillproteine werden mittels Transglutaminase kovalent mit 
HMG1 vernetzt. In dieser Reaktion treten e-Aminogruppen der 
Lysine im HMG-Moleklil als Acyl-Akzeptor und 7-Karboxamidgruppen 
der Glutaminreste im HBV-L und S-Protein als Acyldonor auf • 
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Die Reaktion wird lh bei 37 °C in 150mM NaCl, lOmM CaCl 2 20mM 
Tris/HCl pH 8,0 ©it 0,5 Einheiten Meerschweinchen-Transglutami- 
nase bei einem MasseverhSltnis von HMG1 : HBVL+S = 10:1 durch- 
gefiihrt, 

S.Infektion primarer humaner Hepatozyten mit dem Gentransf ervek- 
tor 

Eine konf luente Monolayerkultur humaner Hepatozyten wird 5 Tage 
nach Anlage fiir 12 Stunden mit dem Transf ervektor inf iziert. Das 
Plasmid pBAG [Proc. Natl* Acad. Sci. 84 (1987) 156-160], das das 
Gen der 6-Galaktosidase aus E.coli unter Kontrolle eines retro- 
viralen LTR enthalt, wird in den Vektor verpackt. Der Nachweis 
des Gentransf ers erfolgt 48 Stunden nach Infektion durch den in 
situ-Enzymtest fiir B-Galaktosidase. 
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Patentanspriiche 

1. Vektor fiir die gewebespezif ische Gentherapie, gekennzeichnet 
dadurch, daB ein therapeutisches Gen, das an einen Promoter 
gekoppelt ist, mit einer PolypeptidhSlle verpackt und an 
Komponenten des Hepatitis B-Virus gekoppelt wird. 

2. Vektor fiir die leberspezif ische Gentherapie nach Anspruch 1, 
gekennzeichnet dadurch, daB ein therapeutisches Gen, das an 
einen Promoter gekoppelt ist, mit einer Polypeptidhulle 
verpackt und an Komponenten des Hepatitis B-Virus gekoppelt 
wird. 

3. Vektor nach Anspruch 1 und 2, gekennzeichnet dadurch, daB als 
therapeutisches Gen die cDNA eines Gens verwendet wird, das bei 
der zu behandelnden Krankheit defekt ist* 

4. Vektor nach Anspruch 1 bis 3, gekennzeichnet dadurch, daB als 
Promotor ein leberspezif ischer Promoter, bevorzugt ein 
Promoter /Enhancer von Hepatitis B verwendet wird. 

5. Vektor nach Anspruch 1 bis 4, gekennzeichnet dadurch, daB die 
PolypeptidMlle aus einem chromosomalen Protein, vorzugsweise 
aus gereinigtem HMG1, besteht. 

6. Vektor nach Anspruch 1 bis 5, gekennzeichnet dadurch, daB die 
Polypeptidhfille aus core-Protein von von Hepatitis B besteht. 

7. Vektor nach Anspruch 1 bis 5, gekennzeichnet dadurch, daB die 
PolypeptidhOlle aus Polyaminosauren eines Typs basischer 
Aminosauren hergestellt wird. 

8. Vektor nach Anspruch 1 bis 7, gekennzeichnet dadurch, daB als 
gekoppelte Komponente partikulares pr&-Sl/S-Protein des 
Hepatitis B-Virus eingesetzt wird. 
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9. Vektor nach Anspruch 1 bis 8, gekennzeichnet dadurch, daB als 
gekoppelte Komponente Liposomen mit gebundenem pra-Sl-Peptid 
eingesetzt werden. 

10. Verfahren zur Herstellung des Vektors nach Anspruch 1 bis 9, 
gekennzeichnet dadurch, daB die Kopplung des verpackten Gens an 
die Komponente(n) des Hepatitis B-Virus chemisch, enzymatisch 
Oder uber Antik6rper durchgefuhrt wird. 

11. Verfahren zur Herstellung nach Anspruch 10, gekennzeichnet 
dadurch, daB die Kopplung mit einem bifunktionellen Linker, 
3bevorzugt SPDP, durchgefQhrt wird. 

12. Verfahren zur Herstellung nach Anspruch 10, gekennzeichnet 
dadurch, daB die Kopplung mit Transaminase durchgeflihrt wird. 

13. Verfahren zur Herstellung nach Anspruch 10, gekennzeichnet 
dadurch, daB die Kopplung mit bispezif ischen Antikorpern 
durchgefuhrt wird. 

14. Verfahren zur Anwendung des Vektors nach Anspruch 1 bis 9, 
gekennzeichnet dadurch, daB der Vektor konf ektioniert und einem 
Patienten fiber die Blutbahn, vorzugsweise fiber die Portalvene 
der Leber, verabreicht wird. 
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